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Abstract  
 

The study aimed to isolate bacteria contained in vermicompost with the antifungal activity of chili 
anthracnose. The causative agent of chili anthracnose was isolated and identified. Subsequently, the bacteria 
were isolated from vermicompost, their antifungal activities were investigated by the dual culture method 
and identified by morphology. The results found that the fungal pathogen of chili anthracnose was isolated 
and identified as Colletotrichum siamense by morphological characteristics and sequence analysis of ITS 
(Internal Transcribed Spacer), GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase), and TUB2 (Beta-tubulin2) 
gene. Twenty bacterial isolates were isolated from vermicompost. Among these isolates, 4 bacterial isolates 
revealed antifungal activity against C. siamense including B5, B3, A6, and A5 with inhibition percentages as 
47.78±3.85%, 34.45±10.72%, 34.44±1.93% and 26.67±3.34%, respectively. These bacterial isolates were 
presumptively identified by morphology revealing that all bacteria isolated were classified as the endospore-
forming gram-positive rod. 
 
Keywords: Vermicompost, Bacteria, Inhibition, Chili Anthracnose 

 
  



182 | Journal of Science and Science Education Vol. 6 No. 2 (Jul. – Dec. 2023) 

Copyright by Faculty of Science, Ubon Ratchathani University 

บทความวิจัย 
 

การคัดแยกแบคทีเรียจากปุยหมักมูลไสเดือนที่มีศักยภาพในการยับยั้ง 
เช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก 

 
เสาวภา สุราวุธ1,* ชุตาภา คุณสุข1 สุทิศา ชัยกุล2 และรุจีรัตน ใจคง3 

1 ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภฏัรําไพพรรณี จังหวัดจันทบุรี 
2 คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยราชภฏัรําไพพรรณี จังหวัดจันทบุรี 

3หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยา ภาควิชาชวีวิทยา คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี
มหาวิทยาลัยราชภฏัรําไพพรรณี จังหวัดจันทบุรี 

*Email: saowapha.s@rbru.ac.th 

 
รับบทความ: 3 เมษายน 2566 แกไขบทความ: 30 พฤษภาคม 2566 ยอมรับตีพิมพ: 30 พฤษภาคม 2566   

 

บทคัดยอ 
 
 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยกเแบคทีเรียจากปุยหมักมลูไสเดอืนท่ีมีศักยภาพในการยับยัง้เช้ือรากอโรคแอนแทรค
โนสในพริก โดยทําการคัดแยกและระบุชนิดเช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก จากน้ันทําการคัดแยกแบคทีเรียจากปุยหมักมูล
ไสเดือน แลวทําการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งเช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสดวยวิธี dual culture และทํา
การระบุชนิดแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการยับยั้ง ผลการศึกษาพบวา ทําการคัดแยกเช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสและระบุชนิดโดย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยารวมกับการวิเคราะหลาํดับนิวคลโีอไทด จํานวน 3 ตําแหนง คือ ITS (Internal Transcribed Spacer), 
GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) และ TUB2 (Beta-tubulin2) สามารถระบุชนิดเช้ือรากอโรคได
เปน Colletotrichum siamense และสามารถคัดแยกเช้ือแบคทีเรียจากปุยหมักมูลไสเดือนได จํานวน 20 ไอโซเลต โดยในการ
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือรา C. siamense พบแบคทีเรียท่ีแสดงผลการยับยั้งเช้ือรา C. siamense จํานวน           
4 ไอโซเลต คือ B5, B3, A6 และ A5 ซึ่งมีรอยละการยับยั้งเทากับ 47.78±3.85, 34.45±10.72, 34.44±1.93 และ 26.67±3.34 
ตามลําดับ เมื่อทําการระบุชนิดแบคทีเรียดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน พบวาแบคทีเรียทุกไอโซเลตจัดเปนแบคทีเรีย
กลุม endospore-forming gram-positive rod 
 

คําสําคัญ: ปุยหมักมลูไสเดือน แบคทีเรีย การยับยั้ง โรคแอนแทรคโนสในพริก 
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บทนํา 
พริก (Capsicum spp.) เปนพืชผักท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจอยางหน่ึง แตเกษตรกรท่ีปลูกพริกกลับประสบปญหา

โรคท่ีเกิดในพริก ทําใหผลผลิตเสียหายและไมไดราคา โดยโรคท่ีเปนปญหามากท่ีสุดในผลผลิตพริกของเกษตรกรคือ              
โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) หรือโรคกุงแหง สาเหตุเกิดจากเช้ือราในสกุล Colletotrichum spp. ซึ่งในประเทศไทยพบ
รายงานเช้ือราสกุลน้ี 4 ชนิดท่ีกอโรคในพริก คือ Colletotrichum gloeosporioides, C. siamense, C. acutatum และ     C. 
capsica (Suwannarat et al., 2017) ซึ่งเช้ือเหลาน้ีสามารถเขาทําลายตนพริกไดทุกระยะและทุกสวนท้ังลําตน ใบ ดอก และ
ผลพริก โดยเฉพาะอาการเปนโรคท่ีผลจะทําใหสูญเสียผลผลิตมากและยังเปนปญหาท่ีเกษตรกรยังไมสามารถแกไขไดอยางมี
ประสิทธิภาพ การเกิดโรคบนผลพริกจัดวาเปนท้ังโรคกอนเก็บเก่ียวและเปนโรคหลังเก็บเก่ียว เช้ือรากลุมน้ีสามารถติดไปกับเมลด็
พันธุ อาจอาศัยอยูในดิน เศษซากพืชท่ีเปนโรคท่ีปลอยท้ิงไวในแปลงปลูก หรือพืชอาศัยชนิดอ่ืน ๆ นอกจากน้ีสภาวะแวดลอมยัง
เปนอีกหน่ึงปจจัยสําคัญท่ีชวยใหเช้ือโรคแพรกระจาย โดยท่ีเช้ือรากลุมน้ีสามารถเจรญิเติบโตไดดีท่ีอุณหภูมิประมาณ             27 
องศาเซลเซียส ความช้ืน 80% ดังน้ัน โรคแอนแทรคโนสจะแพรกระจายมากและระบาดรุนแรงในชวงฤดูฝน (Saxena et al., 
2016; Than et al., 2008). 

การปองกันและควบคุมโรคท่ีเกิดข้ึนมีหลายวิธี แตสวนใหญเกษตรกรมักใชสารเคมีในการปองกันและควบคุมโรค
เน่ืองจากทําไดงายและเห็นผลเร็ว แตสารเคมีท่ีใชทางการเกษตรเปนสารพิษอันตรายท่ีสงผลกระทบตอสุขภาพของมนุษย       
ซึ่งสวนมากเกิดจากการสัมผัสสารเคมีหรือใชสารเคมีไมถูกตอง ทําใหเกิดความเปนพิษท้ังแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง 
นอกจากน้ีสารเคมียังสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอม ดิน นํ้า ระบบนิเวศ และหวงโซอาหารอีกดวย จากขอเสียของการใชสารเคมี
ดังกลาวขางตน จึงควรมีการใชวิธีการอ่ืน ๆ ทดแทนการใชสารเคมี เชน การควบคุมทางชีวภาพ (biological control)         
การใชสารอินทรียจากธรรมชาติท่ีผานกระบวนการหมักในรูปแบบตาง ๆ เชน สารชีวภัณฑ นํ้าหมัก ปุยหมัก (Saxena et al., 
2016; Than et al., 2008). 

ปุยหมักมูลไสเดือน (vermicompost) เปนการผลิตปุยอินทรีย เกิดจากซากอินทรียวัตถุรวมท้ังดินและจุลินทรียท่ี
ไสเดือนดินกินเขาไปแลวผานกระบวนการยอยสลาย ขับถายออกมาเปนมูล มีลักษณะเปนเม็ดสีดํา มีธาตุอาหารท่ีพืชนําไปใชได
และยังมีจุลินทรียท่ีมีประโยชนเปนองคประกอบ (Tangsombatvichit and Buranasaksee, 2019).  โดยในการผลิตปุยหมัก  
มูลไสเดือนมีการใชชนิดของไสเดือนท่ีแตกตางกันไปในแตละการศึกษา รวมท้ังพบแบคทีเรียท่ีเปนองคประกอบในปุยหมัก      
มูลไสเดือนท่ีแตกตางกัน ดังเชนในรายงานของ Madsen and Alexander (1982) ไดใชไสเดือนชนิด Lumbricus rubellus ซึ่ง
พบแบคทีเรียในปุยหมักมูลไสเดือนท่ีชวยกระตุนการสรางฮอรโมนพืชเพ่ือการเจริญเติบโต คือ Rhizobium japoicum และ 
Pseudomonas putia โดยในรายงานของ Vaz-Moreira et al. (2008) ใชไสเดือนชนิด Eisenia foetida ซึ่งพบแบคทีเรีย 
Bacillus sp., B. megaterium, B. pumilus และ B. subtilis โดยแบคทีเรียเหลาน้ีมีคุณสมบัติในการชวยยับยั้งการเจริญเตบิโต
ของจุลินทรียกอโรค เชน Staphylococcus aureus และในรายงานของ Yasir et al. (2009) ไดทําการศึกษาปุยหมัก          มูล
ไ ส เ ดื อน ท่ี ใ ช ไ ส เ ดื อนช นิด  E. foetida ซึ่ ง พบแบค ที เ รี ยกลุ ม  Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, 
Actinobacteria และ Firmicutes โดยแบคทีเรียเหลาน้ีมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรากอโรค เชน 
Colletotrichum coccodes, Rizoctonia solani เปนตน โดยในการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งเช้ือรากอ
โรค Colletotrichum spp. มักทําการทดสอบดวยวิธี dual culture ดังเชนในรายงานของ Yutthasin et al. (2018) ท่ีไดนํา
เช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. จํานวน 13 ไอโซเลต มาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเช้ือรา Colletotrichum acutatum,    
C. capsici และ  C. gloeosporioides โ ดย วิ ธี  dual culture technique พบว า เ ช้ื อ  Bacillus จํ านวน  6 ไ อ โซ เลต  มี
ความสามารถยับยั้งเช้ือรา Colletotrichum ท้ัง 3 ชนิด  

วิสาหกิจชุมชน อําเภอโปงนํ้ารอน จังหวัดจันทบุรี ไดทําการผลิตและพัฒนาปุยหมักมูลไสเดือนเพ่ือนํามาทดแทนการใช
สารเคมีทางการเกษตร ซึ่งจากการใชปุยหมักมูลไสเดือนในแปลงเพาะปลูกพริกข้ีหนูท่ีพบการระบาดของโรค สังเกตพบวา      
ตนพริกข้ีหนูมีอัตราการเกิดโรคติดเช้ือราลดลง แตท้ังน้ียังไมไดทําการทดลองอยางเปนระบบ โดยมีสมมุติฐานวาในปุยหมักมูล
ไสเดือนอาจจะมีจุลินทรียบางชนิดท่ีมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือรากอโรคในพริกได โดยวิสาหกิจชุมชนไดทําการผลิตปุยหมกั
มูลไสเดือนท่ีผลิตจากการเพาะเลี้ยงไสเดือนจํานวน 3 สายพันธุรวมกัน คือ Eudrilus eugeniqe, Eisenia hortensis และ 
Perionyx excavates แลวจึงนําปุยหมักมูลไสเดือนท่ีไดมาใชในการศึกษาครั้งน้ี 

ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงมีความสนใจท่ีจะนําเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากปุยหมักมูลไสเดือนมาทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งเช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก เพ่ือเปนขอมูลเบ้ืองตนวามีแบคทีเรียชนิดใดบางท่ีเปนองคประกอบในปุยหมักมูล
ไสเดือนท่ีมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในพริกได โดยขอมูลจากงานวิจัยน้ีจะชวยสนับสนุนการใช
ปุยหมักมูลไสเดือน นอกจากการใชปุยหมักมูลไสเดือนเพ่ือสงเสริมการเจริญของพืชผลทางการเกษตรแลว ปุยหมักมูลไสเดือนยัง
อาจมีแบคทีเรียท่ีมีประโยชนเปนองคประกอบ เพ่ือทดแทนการใชสารเคมีและเปนทางเลือกหน่ึงในการใชชีววิธีในการควบคุมโรค 
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วัตถุประสงคการวิจัย 
เพ่ือคัดแยกเช้ือแบคทีเรยีในปุยหมกัมูลไสเดือนท่ีมีศักยภาพในการยบัยั้งเช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก 

 

วิธีดําเนินการวิจัย  
 การคัดแยกเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 เก็บผลพริกท่ีมีอาการของโรคจากแปลงของเกษตรกร อําเภอโปงนํ้ารอน จังหวัดจันทบุรี ตัดช้ินสวนของพริกท่ีมีรอย
โรคและบริเวณท่ีมีเน้ือเยื่อปกติ นํามาฆาเช้ือภายนอกโดยการแชใน 1% Sodium hypochlorite เปนเวลา 3 นาที ลางดวย   
นํ้ากลั่นปลอดเช้ือ 3 ครั้ง จากน้ันนําช้ินสวนพริกมาวางบนอาหารวุน Potato Dextrose Agar (HiMedia, India) บมท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน สังเกตลักษณะโคโลนีท่ีเจริญออกมาจากช้ินสวนของพริก แลวนํามาแยกเช้ือบริสุทธ์ิบนอาหาร 
PDA อีกครั้ง  
 การพิสูจนการเกิดโรค 
 นําเ ช้ือราท่ีแยกไดมาทําการติดเช้ือบนผลพริกปกติ เ พ่ือพิสูจนการเกิดโรคตามทฤษฎีของ Koch (Koch’s 
postulation) โดยใช cock borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร ทําการเจาะวุนสวนขอบโคโลนีของเช้ือรามาวางบนผล
พริกท่ีไมเปนโรค บมท่ีอุณหภูมิหอง แลวทําการสังเกตรอยโรคท่ีเกิดข้ึนบนผลพริก เมื่อสังเกตเห็นผลพริกมีรอยโรคเกิดข้ึน ใหทํา
การตัดช้ินสวนเน้ือเยื่อพริกมาวางบนอาหารวุน PDA แลวสังเกตลักษณะโคโลนีและทําการแยกเช้ือซ้ําลงบนอาหาร PDA อีกครั้ง
หน่ึง สังเกตลักษณะโคโลนีและศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนดวยการเตรียม slide culture (ภาพท่ี 1) 
 

 
 

ภาพท่ี 1  การพิสูจนการเกิดโรคตามทฤษฎีของ Koch (Koch’s postulation) 
 

 การตรวจสอบชนิดเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 นําเช้ือราท่ีผานการพิสูจนแลววาเปนเช้ือรากอโรคพริกจริง นํามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยศึกษาลักษณะ
โคโลนีบนอาหาร Potato Dextrose Agar (HiMedia, India) และการเตรียม slide culture ดวยการยอมสี lactophenol 
cotton blue เพ่ือศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 400x จากน้ันทําการสกัด DNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป 
FavorPrep TM Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit โดยวิธีการตามคูมือ (Flavogen, Taiwan) แลวทําการเพ่ิมปริมาณ
สารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) เพ่ือเพ่ิมช้ินสวน DNA จํานวน 3 ตําแหนง คือ ITS (Internal 
Transcribed Spacer) , GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase)  และ TUB2 (Beta-tubulin2)  ดวย 
primer ดังตารางท่ี 1  โดยมีสวนประกอบปฏิกิริยา PCR ดังตารางท่ี 2 และสภาวะการทําปฏิกิริยา PCR ดังตารางท่ี 3-5 แลวทํา
การตรวจสอบ PCR product ดวยเทคนิค gel electrophoresis ท่ีกําลังไฟฟา 100 V เปนเวลา 30 นาที โดยใช 2% agarose 
gel ท่ีผสม  RedSafe ( iNtRONbiotechnology, Korea)   ซึ่ ง  PCR product ท่ี ได จะ ถูกทําใหบริสุท ธ์ิด วย ชุดสํ า เร็จรูป 
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit ดังวิธีการตามคูมือ (Macherey-Nagel, Germany) แลวนําสงตรวจสอบหาลําดับ  
นิวคลีโอไทด (DNA sequencing) ท่ีบริษัท เอ ที จี ซี จํากัด (ปทุมธานี ประเทศไทย) จากน้ันนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดไปทําการ  
 BLAST ในฐานขอมูล GenBank® เพ่ือตรวจสอบและยืนยันชนิดของเช้ือรากอโรค 
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ตารางท่ี 1 Primer ท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือรากอโรคในพริก 
 

DNA target Primer Sequence (5’ to 3’) PCR product Reference 
ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 600 bp Raja et al. (2017) 
 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC  
GAPDH GDF-F GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA 300 bp Khodadadi et al. 

(2020)  GDF-R GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT  

TUB2 T1-F AACATGCGTGAGATTGTAAGT 600 bp Khodadadi et al. 
(2020)  T2-R TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG  

 
ตารางท่ี 2 สวนประกอบปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

 

สวนประกอบ ปริมาตร (µl) Final concentration 

นํ้ากลั่น 6  - 

2x mastermix  
(Apsalagen, Thailand) 

10 1x 

Forward Primer 1  0.5 µM 

Reverse Primer 1  0.5 µM 

DNA template 2  10 pg-1 µg 

 
ตารางท่ี 3 สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR สําหรับตําแหนง ITS 
 

PCR profile Cycle number Temperature  Time 
Initial denaturation 1 95 ºC 3 min 
Denaturation  

35 
95 ºC 30 sec 

Annealing 52 ºC  30 sec 
Extension 72 ºC 1 min 
Final extension 1 72 ºC 10 min 

 
ตารางท่ี 4 สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR สําหรับตําแหนง GAPDH 
 

PCR profile Cycle number Temperature  Time 
Initial denaturation 1 95 ºC 3 min 
Denaturation  

35 
95 ºC 30 sec 

Annealing 60 ºC 30 sec 
Extension 72 ºC 45 sec 
Final extension 1 72 ºC 10 min 

 
ตารางท่ี 5 สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR สําหรับตําแหนง TUB2 
 

PCR profile Cycle number Temperature  Time 
Initial denaturation 1 95 ºC 3 min 
Denaturation  

35 
95 ºC 30 sec 

Annealing 61 ºC 30 sec 
Extension 72 ºC 45 sec 
Final extension 1 72 ºC 10 min 
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รอยละการยับย้ัง 
 

 

การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากปุยหมักมูลไสเดือน 
นําปุยหมักมูลไสเดือนซึ่งเปนผลิตภัณฑของวิสาหกิจชุมชน อําเภอโปงนํ้ารอน จังหวัดจันทบุรี มาทําการแยกเช้ือ

แบคทีเรีย โดยนําตัวอยางปุยหมักมูลไสเดือนจํานวน 25 กรัม ใสในขวดปลอดเช้ือ เทสารละลาย 0.1% peptone water เพ่ือ
เจือจางตัวอยางใหไดตัวอยางท่ีเจือจาง 1:10 ผสมใหเขากัน จากน้ันทําการเจือจางความเขมขนตามลําดับ (serial dilution) แลว
ทําการ spread plate โดยปเปตปริมาตรตัวอยาง 0.1 ml ลงบนอาหาร Plate Count Agar (HiMedia, India) แลวใชแทงแกว
เกลี่ยใหท่ัวจานอาหาร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 – 24 ช่ัวโมง จากน้ันทําการแยกเช้ือใหเปนโคโลนี
เดี่ยวโดยการ cross streak บนอาหาร Nutrient Agar (HiMedia, India) แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
18 – 24 ช่ัวโมง 
 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 ทําการเพาะเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดรวมกับเช้ือราสาเหตุโรคบนจานเพาะเช้ือเดียวกัน (Dual culture technique) โดย
ใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร เจาะขอบโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคพริก อายุ 7 วัน นํามาวางบนอาหาร 
PDA โดยวางหางจากขอบจาน 2 เซนติเมตร และใชหวงถายเช้ือ (loop) ทําการขีดลากเช้ือแบคทีเรีย อายุ 24 ช่ัวโมง เปน
เสนตรงในทิศทางตรงขามกันและหางจากขอบจาน 2 เซนติเมตร ดังภาพท่ี 2 โดยมีจานเพาะเช้ือราสาเหตุโรคพริกเพียงอยาง
เดียวเปนจานควบคุมและทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยทําเชนเดียวกันน้ีกับแบคทีเรียแตละไอโซเลตท่ีแยกได จากน้ันนําจานเพาะเช้ือ
ไปบมท่ีอุณหภูมิหอง โดยสังเกตการเจริญของแบคทีเรียใน 18 – 24 ช่ัวโมง และสังเกตการเจริญของเช้ือราในวันท่ี 4-7 ของการ
เพาะเช้ือ เมื่อบมจานเพาะเช้ือครบ 7 วัน จึงวัดรัศมีโคโลนีของเช้ือราและนําคาท่ีไดท้ังหมดมาคํานวณหารอยละการยับยั้ง โดยใช
สูตรคํานวณของ Tronsmo (1992) 
 

 = �R1−R2
R1

� 𝑥𝑥100                                                                                     

R1 = ความยาวรัศมีโคโลนีของเช้ือรากอโรคพริกในจานควบคุม 
R2 = ความยาวรัศมีโคโลนีของเช้ือรากอโรคพริกในจานทดสอบ 

 

 
 

ภาพท่ี 2 การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือรากอโรคพริกกับเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกได 
 
 การศึกษาชนิดแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยับย้ังเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก 
  จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก จะทําใหทราบวาแบคทีเรียไอโซเลตใดท่ี
มีความสามารถในการยับยั้ง จากน้ันนํามาทําการจัดจําแนกโดยขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน ประกอบดวย ลักษณะ
โคโลนี ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน โดยยอมสีแกรมและการยอมสีเอนโดสปอร โดยทําการเพาะเช้ือบนอาหาร          
Nutrient Agar (HiMedia, India) อายุ 24-48 ช่ัวโมง นําเช้ือแบคทีเรียเกลี่ย (smear) บนกระจกสไลด จากน้ันทําการยอม      
สีแกรม (Gram staining) โดยการหยดสี crystal violet บนรอยเกลี่ยของเช้ือใหทวม ท้ิงไว 1 นาที แลวเทสีท้ิง ลางนํ้า            
หยดสารละลาย Gram's iodine บนรอยเกลี่ยของเช้ือ ท้ิงไว 1 นาที เทสารละลายท้ิงแลวลางนํ้า ลางสีออกดวย ethanol 95% 
ท้ิงไวไมเกิน 15 วินาที ลางนํ้าสะอาด หยดสี safranin บนรอยเกลี่ย ท้ิงไวประมาณ 45-60 วินาที ลางนํ้าและซับใหแหง ตรวจดู
ดวยกลองจุลทรรศน ศึกษาลักษณะเซลล การติดสี และการจัดเรียงตัว สําหรับการยอมสีเอนโดสปอร (Endospore staining) 
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หยดสี malachite green ใหทวมรอยเกลี่ยเช้ือ แลวลนดวยเปลวไฟโดยตรง ตองระวังไมใหสีเดือดหรือแหงไป ถาสีเริ่มแหงให
หยดสีลงบนสไลด เรื่อย ๆ อยาใหแหง ยอมเปนเวลา 5-10 นาที ปลอยใหสไลดเย็นลงแลวลางนํ้า ยอมทับดวยสี safranin     
นาน 30-60 วินาที ลางนํ้า ท้ิงใหแหง ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1000X จะเห็นสปอรติดสีเขียวของ malachite 
green สวนอ่ืน ๆ ของเซลลติดสีแดงของ safranin 
 

ผลการวิจัย  
 ผลการระบุชนิดเชื้อรากอโรคพริก 
 เพ่ือคัดแยกเช้ือราสาเหตุโรคในผลพริกท่ีพบระบาดในแปลงของเกษตรกร อําเภอโปงนํ้ารอน จังหวัดจันทบุรี จึงทําการ
คัดแยกเช้ือราท่ีเจริญจากเน้ือเยื่อของผลพริก จากน้ันนําเช้ือราท่ีไดไปทําการพิสูจนการกอโรค และทําการระบุชนิด พบเช้ือรา 
กอโรคมีลักษณะโคโลนี เสนใยสีขาวฟู และลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน พบการสราง conidia และ appressorium       
(ภาพท่ี 3) เมื่อทําการระบุชนิดดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จํานวน 3 ตําแหนง คือ ITS, GAPDH และ TUB2 แลวนําไป
ทําการ  BLAST ในฐานขอมูล GenBank ไดผลดังตารางท่ี 6 โดยพบวา เ ช้ือรากอโรคพริกสามารถระบุชนิดได เปน 
Colletotrichum siamense  
 

 
 

ภาพท่ี 3  ลักษณะโคโลนีและลักษณะภายใตกลองจลุทรรศนของเช้ือรา Colletotrichum siamense 
หัวลูกศรสีดํา : appressorium, หัวลูกศรสีขาว : conidia 

 
ตารางท่ี 6 ผลการ BLAST ของลําดับนิวคลโีอไทดตําแหนง ITS, GAPDH และ TUB2 ของเช้ือรากอโรคพริก 
 

 
 
 
 
 

 
ผลการคัดแยกแบคทีเรียจากปุยหมักมูลไสเดือนและการทดสอบความสามารถในการยับย้ังเชื้อรากอโรคแอนแทรค

โนสในพริก 
 จากการแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีพบในปุยหมักมูลไสเดือนใหบริสุทธ์ิดวยเทคนิค cross streak พบแบคทีเรียในปุยหมักมูล
ไส เดือน จํานวน 20 ไอโซเลต (isolates) ในการทดสอบคุณสมบัติในการยับยั้งเ ช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก 
Colletotrichum siamense กับเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากปุยหมักมูลไสเดือน พบแบคทีเรียท่ีแสดงผลการยับยั้งรากอโรค 
จํานวน 4 ไอโซเลต คือ B5, B3, A6 และ A5 มีรอยละการยับยั้งเทากับ 47.78±3.85, 34.45±10.72, 34.44±1.93 และ 
26.67±3.34 ตามลําดับ (ภาพท่ี 4-5) 
 

Gene position Best match (Accession No.) Similarity (%) 

ITS Colletotrichum siamense (MH883640.1) 100 

GAPDH Colletotrichum siamense (MK141756.1) 99.59 

TUB2 Colletotrichum siamense (JF811021.1) 99.57 
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ภาพท่ี 4 ผลการยับยั้งเช้ือรา Colletotrichum siamense กับเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากปุยหมักมลูไสเดือน โดย B5, B3, A6 
และ A5 คือแบคทีเรยีท่ีแสดงผลการยับยั้ง, C6 คือ แบคทีเรียท่ีไมแสดงผลการยบัยั้ง, Control คือ เช้ือรา Colletotrichum 
siamense ในจานควบคมุ 
 

 
 

ภาพท่ี 5 แผนภูมิรอยละการยับยัง้เช้ือรา Colletotrichum siamense กับเช้ือแบคทีเรยีท่ีแยกไดจากปุยหมักมลูไสเดือน 
 
ผลการระบุชนิดแบคทีเรียท่ีมีฤทธิ์ยับย้ังเชื้อรากอโรคพริก 

ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน พบวาแบคทีเรียทุกไอโซเลตโคโลนีมีลักษณะกลม สีขาวครีม ขอบหยัก 
ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน มีรูปรางทอน ตอกันเปนเสนสาย ติดสีแกรมบวก (ภาพท่ี 6) เมื่อทําการยอมเอนโดสปอร 
(endospore) พบวาท้ังหมดสามารถสรางเอนโดสปอรได จึงจัดเปนแบคทีเรียกลุม endospore-forming gram-positive rod  
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ภาพท่ี 6 ลักษณะโคโลนีและลักษณะภายใตกลองจลุทรรศนของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือรา 
Colletotrichum siamense 

 

อภิปรายผล  
ในการศึกษาครั้งน้ี ไดทําการคัดแยกเช้ือรากอโรคพริกในแปลงเพาะปลูกของเกษตรกร สามารถระบุชนิดเช้ือรากอโรค

พริกไดวาเปน Colletotrichum siamense โดยมีรายงานวาเปนเช้ือราสาเหตุของโรคแอนแทรคโนส (anthracnose) ในพริก
และพบกอโรคไดในประเทศไทย (Saxena et al., 2016) จากน้ันจึงทําการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียจากปุยหมักมูลไสเดือน        
พบแบคทีเรีย จํานวน 20 ไอโซเลต แลวทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือรากอโรค C. siamense กับเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีแยกได โดยวิธี Dual culture technique  

จากการศึกษาครั้งน้ีพบวา เช้ือแบคทีเรีย B5 ท่ีแยกไดจากปุยหมักมูลไสเดือนสามารถยับยั้งเช้ือกอโรคพริก              
C. siamense ไดอยางมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดคือ รอยละ 47.78±3.85 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งนอยกวาการศึกษาของ 
Yutthasin et al. (2018) ท่ี ได นํ า เ ช้ือ Bacillus spp. จํ านวน 13 ไอโซเลต มาทดสอบประสิท ธิภาพการยับยั้ ง เ ช้ือ 
Colletotrichum acutatum, C. capsici และ C. gloeosporioides โดยวิธี dual culture technique เชนเดียวกัน พบวา
เช้ือ Bacillus ไอโซเลต DL7, DL9, B23/2, 19w6, 20w16 และ 20w33 สามารถยับยั้งเช้ือรา Colletotrichum ท้ัง 3 ชนิด ได
มากกวา 60% นอกจากน้ีในการศึกษาของ Thapanapongworakul et al. (2020) ซึ่งมีการใชวิธี sealed plate รวมดวยพบวา
เช้ือ Streptomyces sp. CT20 สามารถสรางสารระเหยท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา C. gloeosporiodes 
Coll-1 ไดดีท่ีสุดในเวลา 120 ช่ัวโมง โดยมีรอยละการยับยั้งสูงถึง 64.17 

ในการศึกษาครั้งน้ี พบแบคทีเรียท่ีแสดงผลการยับยั้งเช้ือรากอโรค C. siamense คือ B5, B3, A6 และ A5 มีรอยละ
การยับยั้งเทากับ 47.78±3.85, 34.45±10.72, 34.44±1.93 และ 26.67±3.34 ตามลําดับ จะเห็นไดวาเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดแยก
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ไดทุกไอโซเลตมีความสามารถในการยับยั้งท่ีไมไดแตกตางกันมาก และการท่ีมีความสามารถใกลเคียงกัน มีความเปนไปไดวา
อาจจะเปนเช้ือกลุมเดียวกันหรือมีความสัมพันธใกลชิดกัน ซึ่งจากการจําแนกดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวามีลักษณะ
โคโลนีและลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนท่ีคลายกัน อยางไรก็ตามผลการยับยั้งท่ีแสดงผลไมเทากันอาจเน่ืองมาจากเปนเช้ือ
แบคทีเรียคนละสปชีสหรือคนละสายพันธุ (strain) ซึ่งในการระบุชนิดแบคทีเรียดวยวิธีทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน พบวาเช้ือ
แบคทีเรียจากปุยหมักมูลไสเดือนท่ีมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือรา C. siamense จากการศึกษาครั้งน้ี เปนแบคทีเรีย        
แกรมบวก รูปรางทอน สรางเอนโดสปอร จัดอยูในกลุม endospore forming gram positive rod เชนเดียวกับในรายงาน
การศึกษาของ Vaz-Moreira et al. (2008) ไดทําการศึกษาชนิดของเช้ือแบคทีเรียท่ีเปนองคประกอบในปุยหมักมูลไสเดือน   
พบแบคทีเรียกลุม endospore forming gram positive rod ซึ่งประกอบดวย Bacillus sp., B. megaterium, B. pumilus 
และ B. subtilis 

ท้ังน้ีเช้ือจุลินทรียท่ีนิยมใชเพ่ือการควบคุมทางชีวภาพ (biological control) และมีการจําหนายทางการคาคือ เช้ือรา
ในสกุล Trichoderma โดยมีรายงานวิจัยหลายการศึกษาท่ีสนับสนุนการใชเช้ือราชนิดน้ี ดังเชนในการศึกษาของ Chuenchan 
et al. (2019) พบวา Trichoderma harzianum MKB11 และ MKB01 มีรอยละการยับยั้งเช้ือรากอโรคพืชเทากับ 86.28 และ 
81.51 ตามลําดับ และในการศึกษาของ Thienchai and Nuangmek (2020) พบวา เช้ือรา Trichoderma sp. (L1I3) และ   
T. harzianum (R24I2) มีประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของเช้ือรา Fusarium equiseti สาเหตุโรคเหี่ยวของเมลอน   
ไดถึงรอยละการยับยั้ง 80.88 และ 84.16 ตามลําดับ ซึ่งเช้ือราสกุล Trichoderma สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ สารพิษ และ
เอนไซม สําหรับชวยในการละลายผนังเสนใยของเช้ือกอโรคพืชไดและยังสามารถนํามาพัฒนาใหอยูในรูปของสารชีวภัณฑ       
ไดอีกดวย อยางไรก็ตาม เช้ือแบคทีเรียไดมีรายงานการใชเพ่ือเปนแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคมุทางชีวภาพ เชน              เช้ือ
แบคทีเรียในสกุล Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus และ Agrobacterium ซึ่งมีการจําหนายทางการคา           แต
ประสิทธิภาพจะข้ึนอยูกับกลไกของเช้ือโรคเปาหมาย ปริมาณเช้ือตั้งตนท่ีใช และสภาพแวดลอมท่ีใชงาน โดยมีรายงานวาสกุล 
Bacillus สามารถผลิตสาร เชน bacillomycin, mycosubtilin เปนตน ซึ่งมีคุณสมบัติในการยับยั้งเช้ือราไดหลายชนิด รวมท้ัง 
Colletotrichum spp. ดวย (Pal and Gardener, 2006) 

ถึงแมในการศึกษาครั้งน้ีจะพบเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสไดนอยกวาใน
รายงานการศึกษาอ่ืน แตจากผลการศึกษาครั้งน้ีก็ทําใหทราบวาในปุยหมักมูลไสเดือนซึ่งเปนผลิตภัณฑของวิสาหกิจชุมชน   
อําเภอโปงนํ้ารอน จังหวัดจันทบุรี มีแบคทีเรียท่ีมีประโยชนตอพืชผลทางการเกษตร เชน พริก เปนตน โดยมีความสามารถในการ
ยับยั้งเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในพริกคือ C. siamense ดังแสดงในผลการศึกษาครั้งน้ี ดังน้ันนอกจากการใชปุยหมักมูล
ไสเดือนเพ่ือสงเสริมการเจริญของพืชผลทางการเกษตรแลว ปุยหมักมูลไสเดือนยังมีแบคทีเรียท่ีมีประโยชนเปนองคประกอบโดย
มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือรากอโรคพืชอีกดวย 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะจากการวิจัย 
เพ่ือทําการศึกษาวาในปุยหมักมูลไสเดือนท่ีผลิตโดยวิสาหกิจชุมชน อําเภอโปงนํ้ารอน จังหวัดจันทบุรี มีจุลินทรียท่ีเปน

ประโยชนเปนสวนประกอบหรือไม จึงนําแบคทีเรียท่ีแยกไดจากปุยหมักมูลไสเดือนมาทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
เช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก โดยสามารถแยกแบคทีเรียได จํานวน 20 ไอโซเลต ในจํานวนน้ีมี 4 ไอโซเลตท่ีแสดงผลการ
ยับยั้งเช้ือรา Colletotrichum siamense ซึ่งเปนเช้ือสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในพริก คือ B5, B3, A6 และ A5 และมี   
รอยละการยับยั้งเทากับ 47.78±3.85, 34.45±10.72, 34.44±1.93 และ 26.67±3.34 ตามลําดับ เมื่อทําการระบุชนิดแบคทีเรีย
ดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนดวยลกัษณะโคโลนี การยอมสีแกรม และการยอมสีเอนโดสปอร พบวา แบคทีเรียทุก    ไอ
โซเลตจัดเปนแบคทีเรียกลุม endospore-forming gram-positive rod ซึ่งไมสามารถจําแนกชนิดของแบคทีเรียในระดับสกุล
และระดับชนิดได ดังน้ันในการระบุชนิดจึงตองทําการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีเพ่ิมเติมเพ่ือใหสามารถแยกความแตกตางของชนิด
แบคทีเรียได รวมท้ังอาจตองใชวิธีทางอณูชีววิทยาโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณตําแหนงยีนท่ีจําเพาะเพ่ือให
สามารถระบุชนิดแบคทีเรียไดอยางถูกตอง ท้ังน้ีจากผลการทดลองดังกลาวขางตนช้ีใหเห็นวาในปุยหมักมูลไสเดือนมีแบคทีเรีย
บางชนิดท่ีมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก (Colletotrichum siamense) ได ดังน้ัน การใชปุย
หมักมูลไสเดือนทางการเกษตร นอกจากเพ่ือการบํารุงตนพืชแลว ยังอาจชวยยับยั้งการเกิดโรคบางชนิดในพืชได อยางไรก็ตาม 
ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมภายใตสภาพโรงเรือนและแปลงปลูกเพ่ือยืนยันประสิทธิผลในการควบคุมโรคพืชดวยปุยหมักมูลไสเดือน 
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